嵌合抗原受体修饰的T细胞(Chimeric antigen receptors modified T cells, CAR-T细胞)是过继细胞疗法中的一种，将体外激活的自体或异体免疫效应细胞输注给患者，以杀伤患者体内的肿瘤细胞。具体方法：体外分离T细胞，利用基因工程的方法将T细胞内信号传导结构域和细胞外特异性肿瘤识别受体相结合，最常见的是免疫受体酪氨酸活化基序(ITAM，通常为ζ链)与单抗的单链可变区(scFv)结合，使CAR通过非主要组织相容性复合体限制的方式直接识别肿瘤表面抗原，发挥杀伤作用[@b1]--[@b2]。随着基因工程技术的不断进步，目前CAR-T细胞已经发展到了第三代。近年来，CAR-T细胞治疗肿瘤疗效显著，尤其在B细胞恶性肿瘤中取得良好效果[@b3]--[@b4]。但是，其他肿瘤缺乏特异性抗原，增加了治疗风险，存在由插入性突变、脱靶效应及细胞因子释放综合征(CRS)等引起不良反应的报道[@b5]。我们就不同CAR-T细胞引起的不良反应及相应治疗方法作一综述。

一、不良反应

1．第一代CAR-T细胞：第一代CAR将T细胞受体(TCR)的ζ链直接与scFv结合([图1](#figure1){ref-type="fig"})，在体外实验成功诱导细胞凋亡，但是在体内由于存活时间短，不能诱导产生细胞因子[@b6]。Park等[@b7]采用特异性鼠CE7杂交瘤的L1细胞黏附分子scFv与CD3ζ结合，治疗儿童复发性神经母细胞瘤。第一次输注T细胞剂量为1×10^8^，1周内分别检测6例患者体内CAR-T细胞水平，只有4例患者可被检测到。第二次输注T细胞剂量为1×10^9^，1周内5例患者中只有3例能检测到CAR-T细胞。提示CAR-T细胞在体内存活时间太短，且存活的持久性与输注剂量无关。最终只有肿瘤负荷较小的1例患者治疗有效。

![各代嵌合抗原受体修饰的T(CAR-T)细胞结构示意图\
scFv：单链可变区；ITAM：免疫受体酪氨酸活化基序；Co-stim：共刺激结构线](cjh-37-02-169-g001){#figure1}

Lamers等[@b8]构建针对肾细胞癌特异性CAIX^+^-CAR-T细胞，逆转录病毒转染3例患者，治疗CAIX^+^肾细胞癌，治疗过程中3例患者有不同程度的肝毒性，研究者分析可能由于胆管上皮同样也表达CAIX，导致CAR-T攻击正常细胞所致。研究者进一步研究表明，IL-5水平并不反映CAR-T细胞在体内的活性，但IFN-γ水平高低直接反映输注的T细胞活性[@b9]。

综上，第一代CAR-T细胞未发生CRS等不良反应，但由于其体内存活时间短，不能诱导产生细胞因子，导致治疗效果大打折扣。因此，研究者着重延长CAR-T存活时间，研制第二代CAR-T细胞。

2．第二代CAR-T细胞：第二代CAR-T细胞在其结构中增加了共刺激结构域([图1](#figure1){ref-type="fig"})：CD28或者TNF受体家族分子，如4-1BB (CD137)、OX40 (CD134)，以延长CAR-T细胞体内存活时间，诱导细胞因子的产生[@b10]。目前，美国国立癌症研究所(NCI)、斯隆凯特琳纪念癌症研究中心和宾夕法尼亚大学先后报道应用第二代CAR-T细胞治疗表达CD19^+^ B细胞肿瘤中取得良好疗效[@b11]。Kochenderfer等[@b12]报道了第1例CAR-T细胞治疗滤泡性淋巴瘤患者，该CAR-T细胞由鼠特异性抗人CD19和共刺激信号结构域CD28组成。注射CAR-T细胞后9\~39周，B细胞被耗竭，血清IgG、IgM和IgA均有降低，此时应采取相应措施预防感染。其中一组7例受试者中，有5例病情得到缓解，其中1例完全缓解；另一组8例受试者，注射CAR-T细胞后第8天，4例出现B细胞耗竭，血清免疫球蛋白水平降低，细胞因子IFN-γ和TNF-α升高，临床表现包括低血压、发热、疲劳、肾功能衰竭等。据Kochenderfer等[@b13]--[@b14]进一步研究，CAR-T细胞已经成功治疗弥漫大B细胞淋巴瘤，但治疗中细胞因子IFN-γ和IL-6水平仍上升。患者出现不同程度的神经毒性，包括意识错乱、迟钝和失语等，其中有些患者的脑脊液中可以检测到CAR-T细胞，但没有检测到CD19靶向的抗原存在。Lee等[@b15]治疗21例前B细胞急性淋巴细胞白血病患者，其中70％获完全缓解，但29％表现出3\~4级的CRS，29％出现神经毒性，经过抗IL-6受体的单抗或皮质激素治疗后明显缓解。研究者称CRS、神经毒性与血液和脑脊液中的CAR-T细胞有关。

Davila等[@b16]研究的16例患者中，有4例出现可逆的神经毒性：精神错乱、迟钝、失语。研究者为了更好治疗CRS，将其分为温和型和严重型。严重型CRS：高热(38 °C以上)3 d以上，IFN-γ、IL-6、IL-5、IL-10、Flt-3L、GM-CSF或fractalkin因子中至少有2种血清水平上升75倍，低血压、缺氧、神经系统症状等毒性表现至少出现1种。温和型CRS：有发热，但温度不及高热，血清细胞因子上升幅度小，只需常规监测和支持治疗。16例患者中有7例发生严重型CRS，需要皮质激素或者单抗治疗，其中皮质激素杀伤CAR-T细胞，而单抗治疗CRS后，CAR-T细胞不受影响。此外，研究者提出可通过检测血清中C反应蛋白(CRP)的浓度(\>200 mg/L)作为替代指标来监测严重型CRS的发生，因为CRP与IL-6有很强的关联性，而且CRP的检测方法简单快捷。但是，CRP升高不能确定是感染性还是非感染性炎症。因此Lee等[@b17]根据临床治疗经验，提出CRS分级系统，该系统根据CRS严重程度共分5级([表1](#t01){ref-type="table"})，并提供相应级别的治疗方案，减小患者治疗风险，同时使CAR-T细胞治疗效果最大化。

###### 细胞因子释放综合征分级系统及治疗

   分级  临床表现                                                                                             治疗
  ------ ---------------------------------------------------------------------------------------------------- ----------------------------------------------------------------------------------
   1级   无生命危险，发热、恶心、头痛、全身乏力等                                                             时刻监护，对症支持治疗，给予解热镇痛药，密切注意感染
   2级   低血压(仅需补液或一种低剂量升压药)，缺氧(氧需求\<40% O~2~)，2级器官毒性                              密切监护心脏及其他器官功能，支持治疗，当出现合并症时或患者年龄大，可给予激素治疗
   3级   低血压(需多种升压药或单一大剂量升压药)，缺氧(氧需求≥40%O~2~)，3级器官毒性或4级器官毒性伴转氨酶升高   时刻监护，支持治疗，给予托珠单抗免疫抑制或皮质类固醇
   4级   危及生命，需机械通气，4级器官毒性不伴转氨酶升高                                                      时刻监护，支持治疗，给予托珠单抗免疫抑制或皮质类固醇
   5级   死亡                                                                                                 

注：2～4级器官毒性根据常见不良反应事件评价标准4.0(CTCAE v4.0)评定

宾夕法尼亚大学研究的第二代CAR-T细胞，靶向CD19的FMC63单克隆抗体，采用4-1BB而不是CD28作为共刺激信号结构域[@b18]。Kalos等[@b19]和Porter等[@b20]治疗时采用剂量递增法，注射3种浓度的CAR-T细胞，其中2例患者出现延迟性肿瘤溶解综合征，第一次注射后10\~22 d出现发热，研究者称与血清中细胞因子IL-6和IFN-γ浓度上升有关，但TNF-α没有明显增高，不属于典型的CSR，最终2例患者完全缓解。Grupp等[@b18]的研究中，2例小儿患者出现40 °C以上的高热，其中1例出现危及生命的急性血管渗漏综合征和急性呼吸窘迫，需要气管插管、IL-6受体阻断单抗治疗。Maude等[@b21]进一步研究30例急性淋巴细胞白血病(ALL)患者，其中27例完全缓解，所有患者均出现CRS，只有27％是严重型，需要重症监护和升压药维持血压。患者经历大约1年的B细胞发育不全，用免疫球蛋白作为替代治疗，治疗过程中出现神经毒性症状，临床表现和上述CD19 CAR-T细胞治疗相同。第二代CAR-T细胞在3代CAR-T细胞中研究最多，不良反应报道常见[@b22]--[@b28]。

3．第三代CAR-T细胞：第三代CAR包括两个共刺激结构域([图1](#figure1){ref-type="fig"})，最常见的是CD28和CD137，但是还没有试验证明二者的组合要优于其他。第1例发生严重不良反应致死的是肝肺转移大肠癌的患者[@b29]，此患者接受第三代CAR-T细胞治疗，靶向表达表皮生长因子受体2(ERBB2、HER2)，其中scFv来源于曲妥珠单抗，美国食品药品监督管理局批准用于治疗HER2阳性乳腺癌。患者接受CAR-T细胞单次剂量级为10^10^，15 min后出现呼吸窘迫，5 d内多次心跳骤停，最终死亡。血清结果显示，输注CAR-T后4 h IFN-γ、GMCSF、TNF-α、IL-6和IL-10细胞因子水平增高。在腹部、肺、纵隔淋巴结发现CAR-T细胞，但是癌症转移灶却未发现。研究者将此次肺损伤和CRS的原因归结于肺上皮表达HER2，导致CAR-T脱靶攻击正常组织，最终导致器官衰竭而死亡。目前，研究者们试验采用其他抗体(FRP5)和剂量递增策略，进行HER2阳性肿瘤的试验。

Till等[@b30]利用逆转录病毒作为载体构建第三代CAR-T细胞(CD20 scFv-CD28-CD137-CD3ζ)治疗非霍奇金淋巴瘤，12个月后PCR仍能检测到效应细胞，3例患者中，2例完全缓解，1例部分缓解，其中1例28岁利妥昔单抗难治性滤泡性淋巴瘤患者，注射CAR-T细胞后，颈部淋巴结在1\~2周内迅速减小3 cm。

目前第三代CAR-T细胞的研究不如二代成熟，也不能确定其安全性和有效性是否优于第二代，如何选择共刺激分子尚有待进一步研究。

近年来有代表性的3代CAR-T细胞治疗肿瘤不良反应见[表2](#t02){ref-type="table"}。

###### 嵌合抗原受体修饰的T (CAR-T)细胞治疗肿瘤不良反应相关报道

  作者                    报道年份  疾病类型                             代别    T细胞靶点   不良反应                                                           原因
  ---------------------- ---------- ---------------------------------- -------- ------------ ------------------------------------------------------------------ ---------------------------------------------------
  Lamers等[@b8]             2007    肾癌                                第一代      CAIX     肝毒性                                                             胆管上皮同样也表达CAIX，导致CAR-T细胞攻击正常细胞
  Brentjens等[@b4]          2011    难治性CLL、复发ALL                  第二代      CD19     发热、寒颤、低血压、肾衰竭，B细胞衰竭                              原因不明
  Kochenderfer等[@b13]      2012    DLBCL                               第二代      CD19     发热、低血压、肾功能不全、不同程度精神毒性                         细胞因子释放综合征
  Kochenderfer等[@b14]      2015    惰性淋巴瘤、CLL、DBLCL              第二代      CD19     发热、低血压、神经系统症状，1例突然死亡                            推测源自CAR的T细胞导致神经毒性
  Davila等[@b16]            2014    复发或难治性B-ALL                   第二代      CD19     可逆的神经毒性：精神错乱、迟钝和失语                               细胞因子释放综合征
  Grupp等[@b18]             2013    复发或难治性pre-B-ALL               第二代      CD19     B细胞衰竭                                                          细胞因子释放综合征
  Kalos等[@b19]             2011    晚期CLL                             第二代      CD19     B细胞衰竭                                                          原因不明
  Jensen等[@b22]            2010    难治性FL、DBLCL                     第二代   CD19/CD20   淋巴细胞减少或嗜酸粒细胞增多                                       抗转基因免疫应答导致的排斥反应
                            2013    MCL、CLL、DBLCL                     第二代      CD19     B细胞衰竭、肿瘤溶解综合征，其他不良反应(发热、一过性低血压)        细胞因子释放综合征
  Brentjens等[@b25]         2013    复发性ALL                           第二代      CD19     微小残留病变                                                       细胞因子介导毒性反应
  Ritchie等[@b26]           2013    AML                                 第二代    Lewis-Y    中性粒细胞短暂减少                                                 原因不明
  Wang等[@b27]              2015    AML                                 第二代      CD33     寒颤、高热、血清细胞因子升高                                       细胞因子释放综合征
  Beatty等[@b28]            2014    晚期恶性胸膜间皮瘤、转移性胰腺癌    第二代     间皮素    心脏骤停、呼吸衰竭、弥散性血管内凝血、肠梗阻、腹痛和淋巴细胞增多   脱靶效应
  Morgan等[@b29]            2010    肝肺转移大肠癌                      第三代   ERBB2/HER2  呼吸窘迫，死亡                                                     肺上皮表达HER2，导致CAR-T细胞攻击正常组织
  Till等[@b30]              2012    FL、MCL                             第三代      CD20     发热、低血压、低氧血症                                             原因不明

注：DLBCL：弥漫大B细胞淋巴瘤；ALL：急性淋巴细胞白血病；CLL：慢性淋巴细胞白血病；MCL：套细胞淋巴瘤；FL：滤泡性淋巴瘤；AML：急性髓系白血病

二、应对策略

除上述改善CRS的方法外，目前临床最多研究的方法是导入"自杀基因"，在CAR内导入一个共表达的自杀基因，当不良反应发生时，在无毒性前体药物的刺激下，自杀基因被激活，诱导CAR-T细胞凋亡，终止治疗[@b31]。已用于研究的3种基因分别是单纯疱疹胸苷激酶(HSV-TK)、截短表皮生长因子受体(EGFR)和诱导型半胱氨酸蛋白酶9 (iCasp9)基因[@b32]。

HSV-TK是最常用的基因，前体药物为阿昔洛韦和磷酸化更昔洛韦，其活性成分可干扰DNA的合成[@b33]。虽然更昔洛韦已用于控制干细胞移植中的移植物抗宿主病，而且临床上获得一定成效，但药物自身有免疫原性，导致清除靶细胞以外的细胞[@b34]。此外，TK作用的机制是细胞有丝分裂时干扰DNA合成，仅作用于分裂细胞，需要几天甚至几周才能达到预期效果。

EGFR基因可整合于CAR-T细胞上，可作为消除CAR-T细胞的靶点，作用于分裂细胞和不分裂细胞，效应时间相对短(24\~48 h)，但消除CAR-T细胞的同时，也会消除表达EGFR的正常组织细胞。它的前体药物是西妥昔单抗，容易获得。

iCasp9基因是目前研究中最快诱导细胞凋亡的自杀基因(1 h内)，前体药物是小分子二聚体AP1903，它可以将连接两个iCasp9形成活性酶。4例儿童接受iCasp9-CAR-T细胞治疗后，发生移植物抗宿主病，及时给予AP1903，成功激活iCasp9，诱导CAR-T细胞凋亡[@b35]--[@b36]。这表明iCasp9或许可以用于控制速发型不良反应，如CRS。Hoyos等[@b37]研究表明，体外实验中，将iCasp9导入CAR-T细胞，激活iCasp9可以迅速诱导CAR-T细胞凋亡。但AP1903尚属于实验药品，实验人员必须签署协议，才能通过供应商获得。

此外，基因转导也存在一定的不良反应，如基因修饰导致的DNA断裂，有成瘤风险；逆转录病毒长末端重复序列可产生基因毒性导致的插入性突变；胚胎突变或胚胎传播导致的垂直传播；移植导致的传染性病毒扩散。目前，慢病毒和γ-逆转录病毒转导效率高，且已被证实不会致瘤，相对安全[@b38]，但未见二者转导后的表达水平及培养后生物学活性的比较研究。因此，选择合适的载体也能减小不良反应。

三、展望

综上所述，CAR-T细胞在治疗恶性肿瘤尤其是B细胞恶性肿瘤上已取得令人欣喜的成果，但在其他肿瘤的治疗中相对研究不够成熟。CAR在治疗疾病的同时也存在许多问题，除了临床实践中经常见到不良反应的报道以外，仍需时刻监测是否有插入性突变的危险。因此，寻找肿瘤特异性抗原合理设计CAR，使用合适的CAR-T细胞剂量递增策略，患者给药后的实时监护，以避免脱靶效应、CRS等不良反应的发生，是未来CAR-T细胞安全治疗的保证，有效提高治疗效率的保障，也是目前急需解决的问题。
